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Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 
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NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 


Date d' expedition (jour/mois/annee) 
08 mars 2001 (08.03.01) 


Reference du dossier du deposant ou du mandate ire 
340363/17777 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande intemationale no 
PCT/FR99/02734 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

08 novembre 1999 (08.11.99) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 
| | le deposant Q I' 



I mventeur 



X le mandataire | | le representant commun 



Nom et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue KI6ber 
F-751 16 Paris 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01-45-00-92-02 


no de telecopieur 
01-45-00-46-12 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au d§posant que le changement indique ci-apres a et6 enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne Q le nom X I'adresse Q la nationality le domicile 


Nom et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat} 


no de telephone 
01-44-29-35-00 


no de telecopieur 
01-44-29-35-99 


no de teleimprimeur 



3. Observations complementaires, le cas 6cheant: 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

| X| a* ('office r6cepteur | | aux offices design6s concern§s 

| [ 3 Padministration chargee de la recherche Internationale | X| aux offices elus concernes 

| | a I'administration chargfee de I'examen pr£liminaire international | | autre destinataire: 





Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise: 

Philippe Became! 
no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



003886716 



^ PCT/FR99/02734 

TRAITE Dt OOPERATION EN MATIERt E BREVETS 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61. 2 du PCT) 



Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 
26juin2000 (26.06.00) 



Demande Internationale no 
PCT/FR99/02734 



Date du depot international Qour/mois/annee) 
08 novembre 1999 (08.11.99) 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



Destinataire: 



Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d' off ice elu 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340363/17777 



Date de priorrte (jour/mois/annee) 

06 novembre 1998 (06.11.98) 



Deposant 

BONNEFOY, Jean-Yves etc 



1. L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 

Q<] dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminair 



international le: 



29 mai 2000 (29.05.00) 



une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. (.'election a ete faite 

| [ n'a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopies: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

Christelle Croci 

no de telephone: (41 -22) 338.83.38 



Formulaire PC77IB/331 {juillet 1992) 



FR9902734 



Copi a I'intenti n de office elu (EO/US) 



/^CT/FR99/02734 



^ TRAITl. je cooperation en mat,. <e de brevets^ 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 



Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 
20 juillet 2001 (20.07.01) 



Expediteur: le BUREAU INTERNA* 



Destinataire: 



MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340363/17777 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Oemande international no 
PCT/FR99/02734 



Date du depot international (jour/mois/annee) 

08 novembre 1999 (08.11.99) 



I.^Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

| X| I'inventeur 



le deposant 



□ 

le mandataire le representa 



nt commun 



Norn et adresse 

BAUSSANT, Thierry 
35, rue Jean Jaures 
F-01200 Bellegarde 
FRANCE 



Nationality (nom de I'Etat) 
FR 



no de telephone 



Domicile (nom de I'Etat) 
FR 



no de telecopieur 



no de t6leimprimeur 



2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
|_J lapersonne f_J lenom Q<] I'adresse Q | a , 



i nationality 



Nom et adresse 

BAUSSANT, Thierry 
4, rue Alphonse Baudin 
F-01200 Bellegarde 
FRANCE 



domicile 



3. Observations complementaires, le cas echeant: 



Nationality (nom de I'Etat) 
FR 



Domicile (nom de I'Etat) 
FR 



no de telephone 



no de telecopieur 



no de teleimprimeur 



4. Une copie de cette notification a 6te envoyee: 

B * ,,0ffiCe r§CepteUr □ aux offices designes concernes 

□ a ('administration chargee de la recherche internationale [x] aux offices elus concernes 

Q a ('administration chargee de I'examen preliminaire international Q autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise: 

Philippe Becamel 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/lB/306 (mars 1994) 



004164846 



TRAIT 



ft, 



COOPERATION EN MATIEREDE QP . CV E 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

340363/17777 


voir la notification de transmission du rapport cfexamen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationals n° 
PCT/FR99/02734 


Date du ctepot international (jour/mois/ann6e) 
08/11/1999 


Date de priorite (]our/mois/ann6e) 
06/11/1998 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
A61K39/385 


Deposant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminair 
international, est transmis au deposant conformement a Particle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administ ration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 3 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I K Base du rapport 



Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande internationale 



II 
III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Dale de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

29/05/2000 


Date d'achevement du present rapport 
12.10.2000 


Nom et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
/rill D-80298 Munich 
C^ 7 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

Mennessier, T (C /) 
N° de telephone +49 89 2399 8687 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demands intemationale n° PCT/FR99/02734 



I. Bas du rapp rt 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (fes feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation fa'rte conformement a r article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-16 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -24 regue(s) avec telecopie du 22/09/2000 

Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiale 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant 



ill. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, I'activrte inventive et la possibilite d application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de ('invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible ^application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demand intemationale. 
les revendications n os 1-24. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIH, feuille 1) Qanvier 1994) 



RAPPORT DEXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demands intemationale n° PCT/FR99/02734 



parce que : 



la demands internationals* mi loc 
voir feuilte separee 



□ il n-a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revocations n- en question. 



1. Declaration 

Nouveaut * Oui: Revendications 1-24 

Non : Revendications 

Activite inventive Qui: Revendications 1-24 

Non : Revendications 

Possibility duplication industries Oui: Revendications voir point 3.d) de la feuille separee 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vlll. feuille 2) Qanvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - 



Oemande intemationale n° PCT/FR99/02734 
FEUILLE SEPAREE 



1- Commentaires concernant le point I 

L'opinion est egalement etablie sur la base des pages 1 a 4 de la liste de 
sequences. 

2. Commentaires concernant le point III 

La presente Administration considere que I'objet des revendications 1-25 est vise 
par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas emis 
d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications est 
susceptible d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 

3. Commentaires concernant le point V 

a) Document cite 

II est fait reference au document suivant: 
# D1: WO 96/14415 

Le demandeur pour cette demande intemationale PCT est celui de la 
presente demande en cours d'examen. L'un des inventeurs de D1 est 
egalement designe dans la presente demande. 

b) Nouveaute (article 33(2) PCT) 

Une utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique telle que 
definie a la revendication 1 n'est pas en tant que telle decrite dans l'un 
quelconque des documents cites dans le rapport de recherche 
intemationale. L'objet de la revendication 1 peut done etre considere comme 
nouveau. II en va de meme de facto pour celui des autres revendications (2 
a 24), etant donne qu'elles en sont dependantes. 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - 



Demand intemationale n° PCT/FR99/02734 
FEUILLE SEPAREE 



c) Activite inventive (article 33(3) PCT) 

(i) II y a lieu de prendre en consideration le document D1 estime 
representant I'etat de la technique le plus proche. 

(ii) II concerne notamment une composition pharmaceutique qui est 
un complexe immunogene comprenant un antigene ou un 
haptene associe a au moins une partie de la proteine P40 [= 
OmpA] de Klebsiella pneumoniae (voir revendication 8), I'antigene 
ou I'haptene pouvant etre associe a I'adjuvant par une liaison 
covalente (voir revendication 9) constituant une molecule de 
fusion dont la preparation fait appel aux techniques du genie 
genetique (voir revendication 14). 

(iii) Aux lignes 7 a 9 de la page 3, donnant une explication a I'effet 
d'adjuvant de la proteine P40 mis en evidence, il est suggere 
explicitement que la reconnaissance specifique [des] sequences 
[d'interet de la proteine P40] par des cellules presentatrices 
d'antiqenes permettrait de cibler ces antigenes vers ces cellules. 

(iv) Par contre, il y a lieu de constater que les lignes 7 a 1 0 de la page 
3 du document D1 ne suggerent aucunement, qu'elles soient 
considerees en tant que telles ou en combinaison avec le contenu 
de I'un quelconque des autres documents cites dans le rapport de 
recherche intemationale, que I'OmpA d'une enterobacterie ou I'un 
de ses fragments puisse etre effectivement internalise(e) dans les 
cellules presentatrices d'antigenes. La revendication 1 apporte 
done une solution, au probleme technique pose par la mise en 
evidence d'un compose capable de se fixer specifiquement sur de 
telles cellules puis d'etre internalise, qui implique une activite 
inventive. 

(v) La meme conclusion s'applique de facto aux revendications 
dependantes 2 a 24. 



Formulaire PCT/Feuille s6parte/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



Srpmm?^^^ Demand international 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



PCT/FR99/02734 



d ) Applicatio n industrially (Article 34 PCT) 

II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour 
determiner si les revendications 1-24 sont susceptibles d'application 
.ndustrielle. La brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les 
revend.cations ont ete formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets 
ne considere pas comme susceptible d'application industries I'objet de 
revendications d'utilisation d'un compose a des fins medicales. Par 
contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un 
compose connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales 
ainsi que des revendications relatives a ('utilisation d'un tel compose 
dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 3) (OEB-avril 1997) 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au ciblage 
specifique d'une substance biologiquement active qui lui est associee vers les cellules 
presentatrices d'antigenes, caracterisee en ce que ladite proteine OmpA 
d'enterobacterie ou I'un de ses fragments est intemalisee dans les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

2. Utilisation selon la revendication 1. caracterisee en ce que ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie ou I'un de ses fragments se fixe specifiquement sur 
les cellules presentatrices d'antigenes. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules 
dendritiques, les monocytes ou les lymphocytes B. 

15 4 - Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que lesdites 

cellules presentatrices d'antigenes sont les cellules dendritiques. 

5. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou I'un de ses fragments, est obtenue a partir 
d'une culture de ladite enterobacterie par un precede d'extraction. 

20 6 - Utilisation selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 

ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou I'un de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinante. 

7. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 
ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 
25 8 - Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la sequence 

d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou I'un de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N* 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
moins 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a) ou b). 

9. Utilisation s Ion I'un d s rev ndications 1 a 8, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est choisi parmi les peptides, les lipopeptides. 
les polysaccharides, les oligosaccharides, I s acid s nucl iques, les lipides t les 
35 substances chimiques. 



30 



FEUILLE MODIFI E 
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10. 



Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce qu ladite 
substance biologiquement active est coup.ee par liaison covalente avec tedite proteine 
OmpA ou Tun de ses fragments. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le couplage 
par liaison covalente est un couplage chimique. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce qu'il est introduit 
un ou plusieurs elements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou Pun de ses 
fragments, et/ou de ladite substance biologiquement active pour faciliter ,e couplage 
chimique. a 

13. Utilisation selon la revendication 12. caracterisee en ce que ledit 
element de liaison introduit est un acide amine. 

14. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA. ou Tun de ses fragments, est une proteine chimerique recombinante resultante 
de .'expression d'une construction d'acide nucleique codant pour ladite substance 
b,ologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou I'un de ses fragments 

15. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 14, caracterisee en ce 
que ladrte substance biologiquement active est un antigene ou un haptene 

16. Utilisation selon .'une des revendications 1 a 15, pour moduler la 
reponse immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

17. Utilisation selon la revendication 16, pour ameliorer la reponse immune 
vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

18. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 17, pour la preparation 
dune composition pharmaceutic^ destinee a prevenir ou a traiter une maladie par 
une substance active dont I'efficacite est modu.ee et/ou liee a son intema.isation par 
des cellules presentatrices d'antigenes. 

19. Utilisation selon la revendication 18, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par une 
substance active dont I'efficacite est modu.ee et/ou liee a son internalisation par des 
cellules dendritiques. 

20. Utilisation selon I'une des revendications 18 et 19, pour la preparation 
dune composition pharmaceutiqu d stine a prevenir ou a traiter les cancers de 
preference I s cancers associes a un antigene tumora., ,es ma.adi s auto-immunes 
les allergies, les rejets de greffes, . s maladies cardiovasculaires. .es ma.adies du 



FEUILLE MODIFI E 
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systeme nerveux central, Ies maladies infiammatoires, Ies maladies infectieuses ou Ies 
maladies liees a une immunodeficience. 

21. Utilisation selon la revendication 20. pour la preparation d'une 
composition pharmaceutic vaccinate destinee a prevenir ou a traiter une maladie 
mfecbeuse ou un cancer associe a un antigene tumoral. 

22. Utilisation selon I'une des revendications 18 a 21, caracterisee en ce 
que lad,te composition pharmaceutique comprend en outre un adjuvant de .'immunite 

23. Utilisation selon I'une des revendications 18 a 22, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenics. 

24. Utilisation selon la revendication 23, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique est vehiculee sous la forme d'un liposome, d'un vecteur 
v.ral ou d'une cellule h6te transforms capable d'exprimer une proteine chimenque 
recombinante resultante de .'expression d'une construction d'acide nucleique codant 
pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou run de 
ses fragments. 



FEUILLE MODIFI E 



TRAITE DE <ft>PERATION EN MAT1ERE DE B AeTS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(arttel 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 
340363/17777 


POUR SUrTE la notfflcatJon de transmteslon du rapport de recherche Internationale 1 

A DONNER (ftW7nUlalre PCT^A^O) et te cas ecWant, le pc^Taprte 


Demande irrtemaflonaJe n° 
PCT/FR 99/02734 


Date du depot \rrtBrnaitona\(jour/nnls/ann6e) 1 (DatB de prtortte (la plus ancterme) - 

1 (/our/mots/annde) 

08/11/1999 06/11/1998 


PIERRE FABRE MEDICAMENT et al . 



Ce rapport de recherche IntematlonaJe oomprend 3 feuHJes 

acoompagne' tfune oople de chaque document relattr a Pdtat de la technique qui y est cite. 

1. Basedu rapport 

□ la recherche Internationale a ete effect aur la base cfune traduction de demande Internationale remfee 6 radmlrtstratton. 
[XJ contenu dans la demande IntematlonaJe, sous forme ecrtte. 



GO 
□ 
□ 
□ 

□ 



deposes avec la demande Internationale, sous forme dechrffrable par ordlnateur. 

remls ultdrteurement a Padmlnlstratlon, sous forme ecrtte. 

remls ufteVleurement a Padmlnlstratlon, sous forme dechrffrable par ordlnateur. 

SSTSlS" ^ 8t M ent ne vas pas a^a de ,a 



2. □ II a *6 estlme que cartainea revendlcations ne pouvaient pas fair© I'obfet «fune 

3. □ II y a absence <funit* da I'lnvantion (voir le cadre II). 



recherche (voir le cadre 1). 



4. En ce qui conceme letttra, 

D te texts est approuv6 tel qull a 6t6 remls par le deposant 
[X] Lb texts a 616 etebll par Padmlnlstratlon et a la teneur survante- 

!K 1 JS I £K!S RSgSTS^i^SSg 0 "- rm LE CIBLA8E 



5. En ce qui conceme Pabrege, 
[)(] *e texte est approuvd tel qull a 6« remls par le deposant 

i— I le texte(reprodutt dans le cadre III) a et* etebll par Padmlnlstratlon conformement a la raoie «o M . * ha^o,* * 

6. La figure dee dessine a pubOer avec I'abreg* est la Figure n° 
□ sugg^ree par le ddposant 
I I parce que le deposant n*a pas suggere de figure. 

□ 

parce que cette figure caractd'rise mleux PlnventJon. 
Formufafre PCT/ISA/210 (premiere feuffle) Qufflet 1998) 



Aucune des figures 
n'estapubfler. 



WO 00/27432 PCT/FR99/02734 

1 

UTILISATION D'UNE PROTEINE OmpA D'ENTEROBACTERIE, POUR LE CIBLAGE SPECIFIQUE VERS LES 
CELLULES PRESENTATRICES D'ANTI GENES 



5 L'invention conceme I'utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie, de 

preference la proteine P40 Klebsiella pneumoniae, pour le ciblage specifique d'une 
substance biologiquement active qui lui est associee vers les cellules presentatrices 
d'antigenes, notamment les cellules dendritiques humaines. L'invention a egalement 
pour objet I'utilisation de la proteine OmpA pour la preparation tfune composition 

10 pharmaceutique destinee a la prevention et/ou le traitement de maladies, notamment 
les cancers associes a un antigene tumoral; les maladies auto-immunes ou les 
maladies infectieuses. 

La vaccination est un moyen efficace de prevenir ou reduire les infections 
virales ou bacteriennes. Le succes des campagnes de vaccination dans ce domaine a 

15 permis d'etendre le concept de vaccin dans d'autres domaines tels que celui du cancer 
et des maladies auto-immunes. En ce qui conceme par exemple certaines formes d 
cancer, I'inefficacite de therapies classiques et/ou leurs effets secondares, comme la 
chimio- ou la radiotherapie, a motive la recherche de therapie alternative. Ainsi, les 
antigenes tumoraux specifiques exprimes a la surface des cellules tumorales peuvent 

20 etre utilises comme cibie en immunotherapie pour I'elimination de ces cellules. Un des 
problemes majeurs couramment rencontres pour la preparation de ces vaccins est que 
les antigenes vaccinaux lorsqu'ils sont administres seuls chez I'hote, ne sont pas assez 
immunogeniques pour induire une reponse immunitaire suffisamment efficace pour 
conferer la protection recherchee. Ces antigenes sont ainsi souvent couples de 

25 maniere covalente a une molecule porteuse telle que par exemple epitope de la toxine 
diphterique, Tanatoxine tetanique (TT), un antigene de surface du virus de Thepatite B, 
Tantigene VP1 du virus de la poliomyelite ou tout autre toxine ou antigene viral ou 
bacterien tel que des proteines antigeniques issues de la membrane exteme 
d'enterobacterie qui ont la propriete de potentialiser la reponse immunitaire (humorale 

30 et cellulaire) de Tantigene qui lui est associee comme la proteine OmpA nommee P40 
issue de Klebsiella pneumoniae (decrite dans les demandes intemationales de brevet 
WO 95/27787 et W0 96/14415). Neanmoins, dans la plupart des cas un autre 
composant s'est avere necessaire pour augmenter Tefficacite du vaccin, et 
actuellement le seul adjuvant autorise chez I'homme est TAIum. 
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Grace a I'immunologie, il a ete recemment decouvert que les cellules 
dendrites (CD) jouaient un role majeur dans le systeme immunitaire. Ces cellules 
derivees des cellules souches de la moelle osseuse. sont des cellules presentatrices 
d'anttgenes professionnelles impliquees dans la reponse immune primaire specifique 
d'un antigene (Peters J. et al.. 1996). Elles ingerent ou intemalisent les antigenes et 
presentent les fragments de ces antigenes a des cellules T naives. Cette ingestion 
induit a la surface des cellules dendritiques I'expression de molecules de costimulation 
telles le CD80 et le CD86. Ces molecules permettent une interaction etroite avec les 
cellules T (Girolomoni G. et Ricciardi-Castagnoli P., 1997, Immunol. Today 18 102- 
104). Les cellules dendritiques sont distributes de maniere diffuse dans les tissus 
Elles sont retrouvees aux niveaux de la peau et des organes lymphoTdes (Hinrich J. et 
al., 1996, Immunol. Today, 17, 273-277). 

Grace a leur efficacite a presenter les antigenes et a stimuler le systeme 
.mmunitaire, les cellules dendritiques ont ete utilisees pour generer des reponses 
cytotoxiques CTL antivirales (Ludewig B. et al., 1998, J. Virol., 72, 3812-3818 ■ 
Brossard P. et al., 1997. J. Immunol., 158, 3270-3276) ou anticancereuses (Nestle 
F.O. et al., 1998, Nat. Med., 4, 328-332). Les approches ont consiste a charger les 
cellules dendritiques ex vivo avec I'antigene d'interet (peptides ou lysat cellulaire) et 
re,mplanter ces cellules chez le patient. D'autres approches consistent a transferer ex 
v,vo les cellules dendritiques avec le gene codant pour I'antigene d'interet et a 
reinjecter ces cellules transferees (Gilboa E. et al.. 1998, Cancer Immunol 
Immunother., 46. 82-87). Ces approches ont ete utilisees avec succes chez la souris et 
recemment chez I'homme (Hsu F.J. et al.. 1996. Nat. Med.. 2, 52-58). Les cellules 
dendritiques chargees en antigenes presentent les peptides par le biais de molecules 
de classe I ou II et induisent ('activation des lymphocytes T CD4 ou CD8+ Par 
consequent la possibility de diriger les antigenes designes, tels que des proteines ou 
des polysaccharides, ou des vecteurs viraux capables de transferer des genes codant 
pour ces antigenes vers les cellules dendritiques permettrait d'ameliorer I'efficacite de 
la stimulation du systeme immunitaire. De plus, le ciblage specifique des cellules 
presentatrices d'antigenes (CPA), notamment les cellules dendritiques, permettrait 
d'ev.ter les etapes de prelevement de purification, de traitement ex vivo de cellules 
CPA autologues ou heterologues avec les antigenes tumoraux ou les vecteurs viraux 
et la reimplantation des cellules CPA traitees. 

Afin de cibler specifiquement les cellules dendritiques avec des substances 
actives d'interet, telles que des proteines ou des vecteurs viraux capables de transferer 



# 
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des genes codant pour ces proteines d'interet, de nombreux travaux ont consiste a 
identifier des molecules qui se fixeraient preferentiellement sur les cellules dendritiques 
ou des recepteurs qui seraient exprimes specifiquement sur les cellules dendritiques. 
Un recepteur DEC 205 implique dans la prise en charge de I'antigene a ete identifie sur 
des cellules dendritiques murines (Jiang W. et al., 1995, Nature. 375, 151-155) et 
humaines (Kato M. et al., 1998, Immunogenetics. 47. 442-450). L'analyse de la 
structure de ce recepteur met en evidence des domaines de reconnaissance 
d'hydrates de carbone qui seraient impliques dans la capture, I'intemalisation et/ou la 
presentation d'antigenes portant des residus d'hydrates de carbone. Neanmoins, les 
auteurs ne donnent aucune information sur les ligands pouvant etre fixes par ce 
recepteur. D'autre part, les auteurs mentionnent que les domaines de reconnaissance 
d'hydrates de carbone du recepteur DEC-205 qui seraient impliques dans la capture, 
I'intemalisation et/ou la presentation d'antigenes (domaines riches en cysteine) sont 
egalement presents dans plus de 50 proteines dont certains recepteurs cellulaires. 

Ainsi. il existe aujourd'hui un besoin de disposer d'un compose capable de 
cibler specifiquement une cellule presentatrice d'antigene (CPA), notamment une 
cellule dendritique, et qui soit capable en outre d'etre internalise par ladite cellule. Un 
tel compose capable de se fixer specifiquement sur ces cellules, puis d'etre internalise 
aurait comme avantage de pouvoir etre utilise comme compose pour le transport et le 
ciblage de substance biologiquement active dont I'efficacite est modulee et/ou liee a la 
fixation et/ou a I'intemalisation de cette substance par ces cellules. D'autre part, il 
serait avantageux que ce compose recherche puisse etre facilement associe a la 
substance active parcouplage chimique, par couplage resultant d'une fusion genetique 
ou puisse etre exprime a la surface d'une cellule note ou encore a la surface d'une 
particule virale pour le transfert de gene d'interet dans ces cellules CPA. 

Les auteurs de la presente invention ont mis en evidence de maniere 
surprenante qu'une proteine de la membrane exteme de type OmpA d'enterobacterie, 
notamment la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae, est capable non seulement de 
se fixer specifiquement sur une cellule CPA mais egalement capable d'etre intemalisee 
par ladite cellule CPA, notamment par une cellule dendritique. 

Ainsi, la presente invention est relative a I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments pour le ciblage specifique d'une substance 
biologiquement active qui lui est associee vers les cellules presentatrices d'antigenes. 

Par cellules presentatrices d'antigenes, on entendra designer dans la presente 
invention, les cellules CPA professionnelles formant partie integrante du systeme 
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immunitaire tell s que les cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes B 
ou les monocytes. 

Dans la presente invention, on entendra designer egalement par le terme 
« proteine » les peptides ou les polypeptides et par le terme « OmpA » (pour « Outer 
Membrane Protein »), les proteines de la membrane externe de type A. 

Par fragment d'une proteine OmpA, on entend designer tout fragment de 
sequence d'acides amines compris dans la sequence d'acides amines de la proteine 
OmpA capable de se fixer specifiquement sur les cellules CPA, notamment les cellules 
dendritiques, et comprenant au moins 5 acides amines, de preference 10 acides 
amines ou de maniere plus preferee 15 acides amines, lesdits fragments etant en outre 
capables d'etre internalises dans lesdites cellules CPA. 

Par « substance biologiquement active », on entend designer tout compose 
capable d'exercer une activite therapeutique et dont I'activite peut etre modulee par 
I'intermediaire des cellules CPA. On peut citer comme exemple de telles substances 
biologiquement actives, mais sans s'y limiter, les composes immunogenes tels que des 
antigenes ou haptenes de nature proteique, poly- ou oligosaccharidique, 
glycoproteique, lipoproteique ou en general d'origine organique, ces composes 
immunogenes pouvant etre portes par des structures complexes telles que des 
bacteries ou des particuies virales. 

Par « substance biologiquement active », on entend egalement designer tout 
compose capable de modifier I'activite fonctionnelle des cellules CPA, en particulier 
leur croissance, leur differentiation ou leur systeme d'expression. On peut citer comme 
exemple de telles substances biologiquement actives, mais sans s'y limiter, les 
facteurs de croissance cellulaire dont les cytokines (IL-4, IL-3, GM-CSF, TNF-a), les 
acides nucleiques codant pour des proteines d'interet homologues ou heterologues et 
capables d'etre exprimees par les cellules CPA. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon ('invention, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie ou I'un de ses fragments se fixe specifiquement 
sur les cellules presentatrices d'antigenes et en ce que ladite proteine OmpA 
d'enterobacterie ou I'un de ses fragments est intemalisee dans les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

De preference, l'invention comprend I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon ('invention, caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules 
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dendritiques, les monocytes ou les lymphocyt s B, de maniere plus preferee, les 
cellules dendritiques. 

Dans un mode de realisation particulier, I'invention comprend I'utilisation d'une 
proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon I'invention, 
caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou I'un de ses 
fragments, est obtenue a partir d'une culture de ladite enterobacterie par un precede 
d'extraction. 

Les precedes d'extraction de proteines de membrane bacteriennes sont connus 
de I'homme de I'art et ne seront developpes dans la presente description. On peut citer 
par exemple, mais sans s'y limiter le precede d'extraction decrit par Haeuw J.H. et al. 
(Eur. J. Biochem, 255, 446-454, 1998). 

Dans un autre mode de realisation prefere, I'invention comprend egalement 
I'utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon 
I'invention, caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou I'un de 
ses fragments, est obtenue par voie recombinante. 

Les methodes de preparation de proteines recombinantes sont aujourd'hui bien 
connues de I'homme de I'art et ne seront pas developpees dans la presente 
description, on pourra neanmoins se referer a la methode decrite dans les exemples. 
Parmi les cellules utilisables pour la production de ces proteines recombinantes, il faut 
citer bien entendu les cellules bacteriennes (Olins P.O. et Lee S.C., 1993, Recent 
advances in heterologous gene expression in E. coli. Curr. Op. Biotechnology 4:520- 
525), mais egalement les cellules de levure (Buckholz R.G., 1993, Yeast Systems for 
the Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. Biotechnology 4:538-542), 
de meme que les cellules animates, en particulier les cultures de cellules de 
mammifere (Edwards CP. et Aruffo A., 1993, Current applications of COS cell based 
transient expression systems. Curr. Op. Biotechnology 4:558-563) mais egalement les 
cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des precedes mettant en oeuvre des 
baculovirus par exemple (Luckow V.A., 1993, Baculovirus systems for the expression 
of human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4:564-572). 

De maniere tout a fait preferee, I'utilisation selon I'invention est caracterisee en 
ce que ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

En particulier, I'invention est relative a I'utilisation selon I'invention, caracterisee 
en ce que la sequence d'acides amines de ladite proteine OmpA de Klebsiella 
pneumoniae, ou I'un de ses fragments, comprend : 
a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 
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b) la sequence d'acldes amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
moins 80 %, de preference d'au moins 85 %, 90 % ou 95 % avec la sequence 
SEQ ID N° 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a) ou b). 

Par sequence presentant une homologie d'au moins 80 %, de preference d'au 
moins 85 %, 90 % ou 95 % avec la sequence de reference SEQ ID N° 2, on entend 
designer une sequence d'acides amines presentant un degre d'identite apres 
alignement optimal respectivement d'au moins 80 %, 85 %, 90 % ou 95 % avec la 
sequence de reference SEQ ID N° 2, ladite sequence homologue ou I'un de sesdits 
fragments d'au moins 5 acides amines tels que definis precedemment en c) etant 
caracterises en ce qu'ils se fixent specifiquement sur les cellules presentatrices 
d'antigenes et, le cas echeant, en ce qu'ils sont internalises dans les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

Par « pourcentage d'identite » entre deux sequences d'acide nucleique ou 
d'acides amines au sens de la presente invention, on entend designer un pourcentage 
de nucleotides ou de residus d'acides amines identiques entre les deux sequences a 
comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au hasard et sur 
toute leur longueur. Le meilleur alignement ou alignement optimal est I'alignement pour 
lequel le pourcentage d'identite entre les deux sequences a comparer, comme calcule 
ci-apres, est le plus eleve. Les comparaisons de sequences entre deux sequences 
d'acide nucleique ou d'acides amines sont traditionnellement realisees en comparant 
ces sequences apres les avoir alignees de maniere optimale. ladite comparaison etant 
realisee par segment ou par « fenetre de comparaison » pour identifier et comparer les 
regions locales de similarite de sequence. L'alignement optimal des sequences pour la 
comparaison peut etre realise, outre manuellement, au moyen de 1'algorithme 
d'homologie locale de Smith et Waterman (198t) [Ad. App. Math. 2:482], au moyen de 
I'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443], 
au moyen de la methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman (1988) 
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels informatiques utilisant ces 
algorithmes (GAP. BESTFIT, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software 
Package. Genetics Computer Group. 575 Science Dr.. Madison, Wl, ou encore 
BLASTN ou BLASTX. Altschul et al.. J. Mol. Biol. 215.403.1990). 
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Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acides 
amines est determine en comparant ces deux sequences alignees de maniere 
optimale par fenetre de comparaison dans laquelle la region de la sequence d'acide 
nucleique ou decides amines a comparer peut comprendre des additions ou des 
deletions par rapport a la sequence de reference pour un alignement optimal entre ces 
deux sequences. Le pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de 
positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou le residu d'acide amine est 
identique entre les deux sequences, en divisant ce nombre de positions identiques par 
le nombre total de positions dans la fenetre de comparaison et en multipliant le resuftat 
obtenu par 100 pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces deux sequences. 

L'invention comprend en outre I'utilisation selon Tinvention, caracterisee en ce 
que ladite substance biologiquement active est choisie parmi les proteines ou les 
peptides, les lipopeptides, les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides 
nucleiques, les lipides et les substances chimiques. 

La presente invention a aussi pour objet I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon invention, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est couplee par liaison covalente avec ladite 
proteine OmpA ou Tun de ses fragments, notamment par un couplage chimique. 

Dans un mode de realisation particulier, I'utilisation selon l'invention est 
caracterisee en ce qu'il est introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et/ou de ladite substance biologiquement 
active pour faciliter le couplage chimique, de preference ledit element de liaison 
introduit est un acide amine. 

Selon (Invention, il est possible d'introduire un ou plusieurs elements de liaison, 
notamment des acides amines pour faciliter les reactions de couplage entre la proteine 
OmpA, ou I'un de ses fragments, et la substance biologiquement active, telle qu'un 
antigene ou un haptene. Le couplage covalent entre la proteine OmpA, ou I'un de ses 
fragments, et la substance biologiquement active, telle qu'un antigene ou un haptene 
selon invention peuvent etre realises a I'extremite N- ou C- terminate de la proteine 
OmpA, ou I'un de ses fragments. Les reactifs bifonctionnels permettant ce couplage 
seront determines en fonction de I'extremite de la proteine OmpA, ou I'un de ses 
fragments, choisie pour effectuer le couplage et de la nature de la substance 
biologiquement active a coupler. 

Dans un autre mode de realisation particulier, ('utilisation selon l'invention est 
caracterisee en ce que ladite substance biologiquement active couplee par liaison 
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covalente avec ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, est une proteine 
chimerique recombinante resultante de I'expression d'une construction d'acide 
nucleique codant pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine 
OmpA, ou 1'un de ses fragments. 

Les conjugues issus d'un couplage a ladite proteine OmpA, ou Tun de ses 
fragments, peuvent etre prepares par recombinaison genetique. La proteine 
chimerique ou hybride (conjugue) peut etre produite par des techniques d'ADN 
recombinant par insertion ou addition a la sequence d'ADN codant pour ladite proteine 
OmpA, ou Tun de ses fragments, d'une sequence codant pour ladite substance 
biologiquement active de nature proteique. 

Les precedes de synthese des molecules hybrides englobent les methodes 
utilisees en genie genetique pour construire des polynucleotides hybrides codant pour 
les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, par exemple, se referer 
avantageusement a la technique d'obtention de genes codant pour des proteines de 
fusion decrite par D.V. Goeddel (Gene expression technology, Methods in 
Enzymology, vol. 185, 3-187, 1990). 

L'invention concerne tout particulierement I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon l'invention, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est un antigene ou un haptene. 

Sous un autre aspect, invention concerne I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon invention pour moduler la reponse 
immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene, de preference pour ameliorer la 
reponse immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

L'invention comprend egalement I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon l'invention pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par une 
substance active dont I'efficacite est modulee et/ou liee a son intemalisation par des 
cellules presentatrices d'antigenes, de preference par des cellules dendritiques. 

De preference, rutilisation selon Tinvention est relative a la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers, de 
preference les cancers associes a un antigene tumoral, les maladies auto-immunes, 
les allergies, les rejets de greffes, les maladies cardiovasculaires, les maladies du 
systeme nerveux central, les maladies inflammatoires, les maladies infectieuses ou les 
maladies liees a une immunodeficience. 
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L'invention a en particulier pour objet ('utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon l'invention, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 
infectieuse ou un cancer associe a un antigene tumoral. 

L'invention comprend en outre I'utilisation selon l'invention, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique comprend en outre un adjuvant favorisant la 
reponse immune, tel que I'Alum. 

L'invention comprend egalement I'utilisation selon l'invention, caracterisee en 
ce que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenics, notamment sous la forme d'un 
liposome, d'un vecteur viral ou d'une cellule hote transformee capable d'exprimer une 
proteine chimerique recombinante resultante de I'expression d'une construction d'acide 
nucleique codant pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine 
OmpA, ou Tun de ses fragments. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines a illustrer 
l'invention sans aucunement en limiter la portee. 

Legendes des fioures : 



Figure 1 : Fixation de rP40-Alexa sur differents types cellulaires. 

Apres incubation de rP40-Alexa sur differents types cellulaires, la fixation specifique de 
rP40-Alexa (trait gras) est mesuree par cytometrie en flux. La fixation d'une proteine 
non relevante (glycophorine) est representee en trait fin. 

Figure 2 : Influence de la concentration de rP40 sur la fixation sur les cellules 
dendritiques. 

Figure 3 : Inhibition de la fixation de rP40-Alexa par rP40 non marquee sur des cellules 
dendritiques. 

Apres incubation de cellules dendritiques avec differentes concentrations de rP40 non 
marquee, rP40-Alexa est ajoutee. La fixation de rP40-Alexa est quantifiee par 
cytometrie en flux. 

Figure 4 : Evaluation de la fixation de differentes proteines marquees sur les cellules 
dendritiques. 

Des proteines porteuses P40, TT (anatoxique tetanique) et BB (derivees de la proteine 
G du streptocoque) marquees a I'Alexa sont incubees avec des cellules dendritiques 
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(trait pi in). Une proteine non relevante est util&ee comme temoin riegatif (trait fin). La 
fixation est mesuree par cytometrie en flux. 

Figures 5A et 5B : Intemalisation de rP40-Alexa dans les cellules dendritiques. 
Apres incubation de cellules dendritiques avec rP40-Alexa a 4°C (panel gauche, figure 
5A) ou a 37°C (panel droit, figure 5B), les cellules sont observees par microscopie 
confocale (grossissement x 220). 

Exemple 1 : Clonage du gene rP40 

Le gene codant pour la proteine recombinante P40 nommee rP40 a ete obtenu 
par amplification par PCR a partir de PADN genomique de Klebsiella pneumoniae IP 
1145 (Nguyen et col., Gene, 1998). Le fragment de gene codant de rP40 est insere 
dans divers vecteurs d'expression, en particulier un vecteur sous le controle du 
promoteur de I'operon Trp. La sequence d'acides amines de la proteine rP40 et la 
sequence nucleotidique codant pour la proteine P40 sont representees respectivement 
par les sequences SEQ ID N° 2 et SEQ ID N° 1 dans la liste des sequences ci-apres. 

Une souche productrice E. co// K12, a ete transformee par un vecteur 
d'expression pvaLP40. La proteine rP40 est produite sous forme de corps d'inclusion 
avec un rendement important (> 10 %, g de proteines/g de biomasse seche). Cet 
exemple n'est qu'une illustration de I'expression de la rP40, mais elle peut etre etendue 
a d'autres souches bacteriennes ainsi que d'autres vecteurs d'expression. 

Exemple 2 ; Procede de fermentation de proteines de fusion rP40 

Un erlenmeyer contenant 250 ml de milieu TSB (Tryptic Soy Broth, Difco) 
renfermant de rAmpicilline (100 pg/ml, Sigma) et de la Tetracycline (8 pg/ml, Sigma) 
est inocule avec la souche E. coli recombinante decrite ci-dessus. L'incubation est 
realisee pendant une nuit a 37°C puis 200 ml de cette culture est utilisee pour 
ensemencer 2 litres de milieu de culture dans un fermenteur (Biolafitte, France). De 
maniere assez classique, le milieu de culture peut etre compose d'agents chimiques, 
supplements par les vitamines, des extraits de levure, connus pour avoir une 
croissance a densite elevee de cellules bacteriennes. 

Les parametres controles durant la fermentation sont : le pH, I'agitation, la 
temperature, le taux d'oxygenation, Talimentation de sources combinees (Glycerol ou 
Glucose). De maniere generate, le pH est regule a 7,0, la temperature estfixee a 37°C. 
La croissance est controlee en alimentant en glycerol (87 %) a un debit constant 
(12 ml/h) pour maintenir le signal de tension dej'oxygene dissous a 30 %. Lorsque la 
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turbidite de la culture (mesuree a 580 nm) atteint la valeur de 80 (apres environ 24 
heures de culture), la production des proteines est declenchee par addition de I'acide 
indole acrylique (IAA) a la concentration finale de 25 mg/l. Environ 4 heures apres 
induction, les cellules sont recoltees par centrifugation. La quantite de biomasse 
humide obtenue est d'environ 200 g. 

Exemple 3 : Procede d'extraction et de purification de la proteine rP40 
Extraction de la rP40 

Apres centrifugation du bouillon de culture (4000 rpm, 10 min, 4°C), les cellules 
sont remises en suspension dans un tampon Tris-HCI 25 mM pH 8,5. Les insolubles ou 
corps d'inclusion sont obtenus apres un traitement par le lysozyme (0,5 g/litre, 1 heure 
temperature ambiante / agitation douce). Le culot de corps d'inclusion obtenu par 
centrifugation (15 min a 10 000 g a 4°C) est repris dans un tampon Tris-HCI 25 mM a 
pH 8,5 et 5 mM MgCI2, puis centrifuge (15 min a 10 000 g). 

On solubilise les corps d'inclusion a 37°C pendant 2 heures dans un tampon 
Tris-HCI 25 mM pH 8,5 contenant 7 M uree (agent denaturant) et 10 mM Dithiothreitol 
(reduction des ponts disulfures). Une centrifugation (15 min a 10 000 g) permet 
d'eliminer les particules non solubles. 

On resuspend ensuite dans 13 volumes de tampon Tris-HCI 25 mM pH 8,5 
contenant du NaCI (8,76 g/l) et du Zwittergent 3-14 (0,1 %, p/v). La solution est laissee 
pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation douce au contact de I'air 
(favoriser la renaturation de la proteine par dilution et reoxydation des ponts 
disulfures). 

Purification de la proteine rP40 

Etape de chromatographie d'echange d'anions. 

Apres une nouvelle centrifugation, la solution est dialysee contre un tampon 
Tris-HCI 25 mM pH 8,5 contenant 0,1 % Zwittergent 3-14 (100 X volumes de tampon) 
pendant une nuit a 4°C. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant un support de type 
echangeur d'anions forts (gel Biorad Macro Prep High Q) equilibree dans le tampon 
decrit ci-dessusa un debit lineaire de 15 cm/h. Les proteines sont detectees a 280 nm. 
La proteine rP40 est eluee, avec un debit lineaire de 60 cm/h, pour une concentration 
de 0,2 M en NaCI dans le tampon TrisHCI 25 mM, pH 8,5 ; 0,1 % Zwittergent 3-14. 



WO 00/27432 



12 



PCT/FR99/02734 



Etape de chroma toaraphie d'echanoe de cations 

Les fractions contenant la proteine rP40 sont poolees et concentrees par 
ultrafiltration a Taide d'un systeme de cellule a agitation Amicon utilise avec une 
membrane Diaflo de type YM10 (seuil de coupure 10 kDa) pour des volumes de I'ordre 
de 100 ml. ou a I'aide d'un systeme de filtration a flux tangentiel Minitan Millipore utilise 
avec des plaques de membranes possedant un seuil de coupure 10 kDa pour des 
volumes superieurs. La fraction ainsi concentree est dialysee pendant une nuit a 4°C 
contre un tampon citrate 20 mM pH 3,0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant un support de type 
echangeur de cations forts (gel Biorad Macro Prep High S) equilibree dans le tampon 
citrate 20 mM pH 3,0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14. La proteine rP40 est eluee (vitesse 
61 cm/h) pour une concentration 0,7 M en NaCI. Les profils electrophoretiques 
montrent un degre de purete de I'ordre de 95 %. L'etat de la proteine est suivi par SDS- 
PAGE. Selon sa forme denaturee ou native, la proteine P40 extraite de la membrane 
de Klebsiella pneumoniae possede un comportement electrophoretique (migration) 
caracteristique. La forme native (structure en feuillets p) presente en effet une masse 
moleculaire plus faible que la forme denaturee (structure en helices a) sous Taction 
d'un agent denaturant, tel que I'uree ou le chlorhydrate de guanidine, ou par chauffage 
a 100°C en presence de SDS). La proteine rP40 n'est pas correctement renaturee en 
fin de renaturation, que celle-ci soit realisee en absence ou en presence de 0,1 % ; 
(p/v) Zwittergent 3-14. Par contre, une renaturation totale est obtenue apres dialyse 
contre un tampon Tris/HGI 25 mM pH 8,5 contenant 0,1 % (p/v) de Zwittergent 3-14. 
Toutefois, il faut noter que cette renaturation n'est obtenue que lorsque I'etape de 
dilution et le traitement a temperature ambiante sont realises eux-memes en presence 
de Zwittergent 3-14 (resultats negatifs en absence de detergent). 

Exempfe 4 : Fixation specifique de rP40 sur les cellules presentatrices d'antigene 

(CPA). Methodologie 
Purification des lymphocytes T humains 

Les cellules mononucleees (CMN) sont isolees a partir du sang peripherique de 
volontaires sains par centrifugation (1800 rpm, 20 min, temperature ambiante), sur un 
gradient de Ficoll. Apres centrifugation, les CMN, situees a Tinterface ficoll/plasma, 
sont recoltees et lavees 2 fois avec du milieu de culture complet (MC) (RPMI 1640 + 
10 % SVF + L-glutamine + antibiotique). Les lymphocytes T sont alors isoies par la 
technique du resetting qui utilise leur capacite a se fixer aux globules rouges de 
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mouton (GRM). Brievement, les CMN sont incubees avec cles GRM pendant 1 heure a 
4°C. Apres centrifugation sur gradient de ficoll, les lymphocytes B et les monocytes 
sont situes a Interface alors que les lymphocytes T fixes aux GRM sont dans le culot 
cellulaire. Apres recuperation du culot cellulaire et lyse des GRM avec une solution 
saline hypotonique, la purete des lymphocytes T est appreciee par cytometrie en flux 
avec un anticorps antt-CD3 et est superieure a 95 %. 
Purification des monocytes humains 

Les monocytes sont purifies a partir des CMN par selection positive en utilisant 
la technologie MACS (Magnetic Activated Cell Sorter). Les CMN sont marquees avec 
un anticorps anti-CD14 couple a des particules magnetiques puis passees sur une 
colonne aimantee. Les monocytes sur lesquels sont fixes les complexes anticorps- 
colloTde restent dans la colonne alors que les cellules n'ayant pas fixe I'anticorps sont 
eluees par lavages successifs. Ensuite les monocytes sont decroches en effectuant 
des lavages en absence d'aimant. La purete de la fraction collectee est superieure a 
98 %. 

Generation de cellules dendritioues humaines (CD) a partir de monocytes 

Les monocytes purifies sont cultives a la concentration de 106/ml dans du MC 
pendant 6 a 7 jours en presence de IL 4 (20 ng/ml) et de GMCSF (20 ng/ml). Les CD 
generees a ce stade sont des CD immatures qui expriment le CDIa et pas ou peu le 
CD83. Leur phenotype est verifie par la technique de cytometrie en flux. 
Purification des lymphocytes B humains a partir d'amvadales 

Les amygdales sont broyees et les cellules recoltees sont deposees sur un 
gradient de ficoll. Les CMN recueillies a Interface sont lavees puis incubees avec des 
GRM. Apres ficoll, les lymphocytes B sont situes a interface alors que les lymphocytes 
T fixes aux GRM sont dans le culot cellulaire. Les lymphocytes B sont alors laves. Leur 
purete, verifiee par cytometrie en flux, est superieure a 96%. 
Culture des lionees cellulaires 

Les lignees cellulaires RPMI 8866, DAUDI, HL60 et Jurkat sont cultivees dans 

du MC. 

Couplaae de rP40 au fluorochrome Alexa488 

La concentration de la proteine rP40 est ajustee a 2 mg/ml dans du PBS. A 
500 pi de la proteine sont ajoutes 50 pi de bicarbonate de sodium a 1 M. La solution 
est alors transferee dans un tube de reaction contenant le colorant Alexa488 et le 
couplage s'effectue a temperature ambiante. Apres 1 h, la reaction de couplage est 
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arretee par ajout de 15 pi d'hydroxylamine. La proteine marquee est separee du 
colorant libre par purification sur colonne. 

La quantite de rP40 marquee a rAlexa488 est ensuite estimee par dosage 
colorimetrique. 

- Etude de la fixation de P40-Alexa488 sur les differentes cellules par cytometrie en 
flux. 

Pour chaque marquage. 200 000 cellules sont lavees avec du tampon FACS 
(PBS + 1 % BSA + 0,01 % azide de sodium) et resuspendues, dans une plaque 96 
puits a fond conique, dans 50 pi de tampon FACS. La proteine P40-Alexa488 ou la 
proteine controle (glycophorine-Alexa488) sont alors ajoutees a 10*M pendant environ 
1 heure a 4°C. Apres incubation, les cellules sont alors lavees 3 fois avec du tampon 
FACS puis resuspendues dans 200 pi de ce meme tampon et analysees par 
cytometrie en flux. 
Resultat 

La proteine rP40 se fixe selectivement sur les CPA humaines telles que : 

- les monocytes issus du sang peripherique, 

- les cellules dendritiques generees a partir des monocytes du sang peripherique, 

- les lymphocytes B issus d'amygdale, les lignees lymphocytaires B : DAUDI et RPMI 
8866 (cf. Fig. 1) et les lymphocytes B issus du sang peripherique (resultat non 
presente). 

Aucune fixation n'est observee sur des cellules qui ne possedent pas la 
capacite de presenter des antigenes tels que des lymphocytes T du sang peripherique 
non actives, la lignee lymphocytaire T Jurkat non activee et la lignee monocytaire HL60 
non activee. 

Exemple 5 : La fixation de rP40 aux CD est specifique 

1) La fixation de rP40 aux CD est dependante de la dose. 
Methode 

200 000 CD sont lavees avec du tampon FACS et incubees dans 50 ul de 
tampon en presence de differentes concentrations de rP40 (de 10" 10 a 5 x 10" 6 M) 
pendant environ. 1 heure a 4°C. Apres incubation, les cellules sont lavees 3 fois avec 
du tampon FACS puis resuspendues dans 50 pi de ce meme tampon contenant 5 
pg/ml d'un anticorps polyclonal de lapin anti-,P40 ou d'un anticorps IgG de lapin 
controle. Apres 20 minutes d'incubation, les cellules sont relavees et incubees dans 
100 pi de tampon FACS contenant un anticorps polyclonal de chevre anti-IgG de lapin 
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marque a la fluoresceine (dilue au 1:200). Apres 20 minutes d'incubation, les cellules 
sont lavees, reprises dans du tampon FACS et analysees par cytometrie en flux. 
Resultat 

La fixation de rP40 au CD est significative a partir de 10* 7 M (p<0.001) et 
maximale a 2 x lO^M (cf. Fig. 2). 

2) La proteine rP40 non marquee diminue la fixation de rP40 Alexa488 aux CD. 
Methode 

Afin de demontrer la specificite de la fixation de P40, une competition entre 
rP40-Alexa488 et rP40 non marquee a ete realisee. Les CD ont ete incubees 10 
minutes avec 5 x 10" 8 a 2 x lO^M de rP40 non marque puis P40-Alexa488 (utilise a 2 x 
10" 6 M) a ete ajoute. Apres 20 minutes d'incubation a 4°C, les cellules ont ete 
analysees par cytometrie en flux comme decrit auparavant. 
Resultat 

La proteine rP40 non marquee inhibe de maniere dependante de la dose la 
fixation de 2 x lO^M de P40 Alexa488 (a plus de 60 % lorsqu'il est utilise a 2 x 10* M) 
(cf. Fig. 3). 

Exemple 6 : Parmi les proteines porteuses, TT, BB et rP40, seule la proteine rP40 
se fixe aux CD. 

Methode 

Les proteines porteuses, anatoxine tetanique (TT) et BB (d'origine de la 
proteine G du Streptocoque ayant une affinite a Talbumine humaine), ainsi que la 
proteine rP40 et la proteine controle glycophorine A ont ete marquees par Alexa488 
comme precedemment decrit. La fixation de ces molecules sur les CD a ete evaluee 
par cytometrie en flux comme decrit auparavant Brievement, 200 000 CD sont lavees 
avec du tampon FACS et incubees dans 50 pi de tampon en presence de 10* M de 
chacune des proteines marquees par Alexa488 pendant environ 1 heure a 4°C. Apr§s 
incubation, les cellules sont lavees 3 fois avec du tampon FACS puis resuspendues 
dans 200 pi de ce meme tampon et analysees par cytometrie en flux. 
Resultat 

A la concentration de 10* 6 M, seule rP40 se fixe aux cellules dendritiques. 
Aucune Fixation de TT, BB et glycophorine n'est detectee (cf. Fig. 4). 

Exemple 7 : rP40 est internalisee par les CD 
Methode 
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200 000 CD sont lav'es avec du tampon PBS-BSA 1 % et resuspendues dans 
une plaque 96 puits a fond conique, dans 50 ul de tampon PBS-BSA (tampon 
phosphate salin - serum albumine bovine). La proteine rP40-Alexa488 ou la proteine 
glycophorine-Alexa488 est alors ajoutee a 2 x 10* M. Une cinetique d'internalisation 
est effectuee en incubant les cellules avec les proteines marquees a fAlexa, a 37°C 
de 15 minutes a 2 heures. Un controle negatif cfinternalisation est realise dans les 
memes conditions en changeant les parametres suivants : ajout d'azide de sodium 
0,01 % au tampon PBS-BSA et incubation des cellules a 4»C avec les proteines 
marquees a PAIexa. 

Apres incubation, les cellules sont alors lavees 3 fois avec du tampon PBS- 
BSA, resuspendues dans 100 ul de ce meme tampon puis cytocentrifugees sur des 
lames de microscope. Les lames sont ensuite analysees par microscopie confocale. 
Resultat 

L'observation des cellules incubees a 37°C avec rP40-Alexa montre un 
marquage intracytoplasmique detectable des 30 minutes et toujour* observe apres 2 h 
d'incubation : un resultat representatif, obtenu apres 1 h d'incubation a 37'C est 
presente dans la Figure 5B. Un marquage membranaire mais pas intracytoplasmique 
est observe iorsque les cellules sont incubees a 4°C avec rP40 (cf. Fig. 5A), alors 
qu'aucun marquage n'est observe en presence de glycophorine-Alexa (apres 
incubation a 4^C comme a 37°C). L'exemple d'Alexa, molecule chimique, demontre 
que toute molecule chimique couplee a P40 peut ainsi etre delivree aux cellules 
presentatrices d'antigenes y compris les cellules dendritiques. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au ciblage 
spec'rfique d'une substance biologiquement active qui lui est associee vers les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

2] . Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie ou Tun de ses fragments se fixe speciftquement sur 
les cellules presentatrices d'antigenes. 

3. Utilisation selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie ou Tun de ses fragments est intemalisee dans 
les cellules presentatrices d'antigenes. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules 
dendritiques, les monocytes ou les lymphocytes 'B. 

5. Utilisation selon la revendications 4, caracterisee en ce que lesdites 
cellules presentatrices d'antigenes sont les cellules dendritiques. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 t caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue a partir 
d'une culture de ladite enterobacterie par un procede d'extraction. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinants 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que 
ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

9. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que la sequence 
d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
moins 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a) ou b). 

10. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est choisie parmi les peptides, les lipopeptides, 
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les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides et les 
substances chimiques. 

11. Utilisation selon la revendicatioh 10, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active est couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA ou Tun de ses fragments. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que le couplage 
par liaison covalente est un couplage chimique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce qu'il est introduit 
un ou plusieurs elements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou Tun de ses 
fragments, et/ou de ladite substance biologiquement active pour faciliter le couplage 
chimique. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit 
element de liaison introduit est un acide amine. 

15. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA, ou run de ses fragments, est une proteine chimerique recombinante resuitante 
de I'expression d'une construction d'acide nucleique codant pour ladite substance 
biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments. 

16. Utilisation selon I'une des revendications 10 a 15, caracterisee en ce 
que ladite substance biologiquement active est un antigene ou un haptene. 

17. Utilisation selon rune des revendications 1 a 16, pour moduler la 
reponse immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

18. Utilisation selon la revendication 17, pour ameliorer la reponse immune 
vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

19. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 18, pour la preparation 

# 

d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par 
une substance active dont I'efficacite est modulee et/ou liee a son intemalisation par 
des cellules presentatrices d'antigenes. 

20. Utilisation selon la revendication 19, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par une 
substance active dont I'efficacite est modulee et/ou liee a son intemalisation par des 
cellules dendritiques. 

21. Utilisation selon I'une des revendications 19 et 20, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers, de 
preference les cancers associes a un antigene tumoral, les maladies auto-immunes, 
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les allergies, les rejets cle greffes, les maladies cardiovasculaires. les maladies du 
systeme nerveux central, les maladies inflammatoires, les maladies infectieuses ou les 
maladies liees a une immunodeficience. 

22. Utilisation selon la revendicatjon 21, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 
infectieuse ou un cancer associe a un antigene tumoral. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 19 a 22, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique comprend en outre un adjuvant de Timmunite. 

24. Utilisation selon Tune des revendications 19 a 23, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite. 

25. Utilisation selon la revendication 24, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique est vehiculee sous la forme d'un liposome, d'un vecteur 
viral ou d'une cellule hote transformee capable d'exprimer une proteine chimerique 
recombinante resultante de Texpression d'une construction d'acide nucleique codant 
pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou Tun de 
ses fragments. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> PIERRE FAB RE MEDICAMENT 

<120> UTILISATION D' UNE PROTfelNE OmpA D' ENTfiROBACTfeRIE, POUR 
LE CIBLAGE SPfiCIFIQUE D' UNE SUBSTANCE BIOLOGIQUEMENT 
ACTIVE QUI LUI EST ASSOClfiE VERS LES CELLULES 
PRfeSENTATRICES D'ANTIGfcNES 

<130> D17777 

<140> 
<141> 

<150> FR 98 14007 
<151> 1998-11-06 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.2 

<210> 1 
<211> 1035 
<212> ADN 

<213> Klebsiella pneumoniae 
<220> 

<221> exon 

<222> (1)..(1032) 

<220> 

<221> intron 

<222> (1033) . . (1035) 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1032) 

<400> 1 

atg aaa gca att ttc gta ctg aat gcg get ccg aaa gat aac acc tgg 4 8 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
15 10 15 

tat gca ggt ggt aaa ctg ggt tgg tec cag tat cac gac acc ggt ttc 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

tac ggt aac ggt ttc cag aac aac aac ggt ccg acc cgt aac gat cag 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

ctt ggt get ggt gcg ttc ggt ggt tac cag gtt aac ccg tac etc ggt 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

ttc gaa atg ggt tat gac tgg ctg ggc cgt atg gca tat aaa ggc age 240 
Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

gtt gac aac ggt get ttc aaa get cag ggc gtt cag ctg acc get aaa 288 
Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
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85 



90 



95 



ctg ggt tac ccg ate act gac gat ctg gac ate tac ace cgt ctg ggc 
Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 
100 105 110 



336 



ggc atg gtt tgg cgc get gac tec aaa ggc aac tac get tct ace ggc 
Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 



384 



gtt tec cgt age gaa cac gac act ggc gtt tec cca gta ttt get ggc 
Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 



432 



ggc gta gag tgg get gtt act cgt gac ate get ace cgt ctg gaa tac 
Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 



480 



cag tgg gtt aac aac ate ggc gac gcg ggc act gtg ggt ace cgt cct 
Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 



528 



gat aac ggc atg ctg age ctg ggc gtt tec tac cgc £tc ggt cag gaa 
Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 



576 



gat get gca ccg gtt gtt get ccg get ccg get ccg get ccg gaa gtg 
Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 



624 



get acc aag cac ttc ace ctg aag tct gac gtt ctg ttc aac ttc aac 
Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 



672 



aaa get acc ctg aaa ccg gaa ggt cag cag get ctg gat cag ctg tac 
Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 



720 



act cag ctg age aac atg gat ccg aaa gac ggt tec get gtt gtt ctg 
Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 



768 



ggc tac acc gac cgc ate ggt tec gaa get tac aac cag cag ctg tct 
Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 



816 



gag aaa cgt get cag tec gtt gtt gac tac ctg gtt get aaa ggc ate 
Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 
275 280 285 



864 



ccg get ggc aaa ate tec get cgc ggc atg ggt gaa tec aac ccg gtt 
Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 



912 



act ggc aac acc tgt gac aac gtg aaa get cgc get gee ctg ate gat 
Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu lie Asp 
305 310 315 320 



960 



tgc ctg get ccg gat cgt cgt gta gag ate gaa gtt aaa ggc tac aaa 
Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu lie Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
325 330 335 



1008 
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gaa gtt gta act cag ccg gcg ggt taa 1035 
Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
340 



<210> 2 
<211> 344 
<212> PRT 

<213> Klebsiella pneumoniae 
<400> 2 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
15 10 15 

Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
85 90 95 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 
100 105 110 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 

Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 

Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 

Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 

Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 

Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 

Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
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260 265 270 

Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 
275 280 285 

Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 

Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys /Via Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 

Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
325 330 335 
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CLAIMS 



1- The use of an enterobacterium OmpA protein, or 

5 of a fragment thereof, for preparing a pharmaceutical 
composition intended for specific targeting of a 
biologically active substance which is associated with 
it to antigen-presenting cells. 

2. The use as claimed in claim 1, characterized in 
10 that said enterobacterium OmpA protein, or a fragment 

thereof, binds specifically to antigen-presenting 
cells . 

3. The use as claimed in either of claims 1 and 2, 
characterized in that said enterobacterium OmpA 

15 protein, or a fragment thereof, is internalized into 
the antigen-presenting cells. 

4. The use as claimed in one of claims 1 to 3, 
characterized in that said antigen-presenting cells are 
chosen from dendritic cells, monocytes and B 

20 lymphocytes. 

5. The use as claimed in claim 4, characterized in 
that said antigen-presenting cells are dendritic cells. 

6. The use as claimed in one of claims 1 to 5, 
characterized in that said enterobacterium OmpA 

25 protein, or a fragment thereof, is obtained from a 
culture of said enterobacterium, using an extraction 
process . 

7- The use as claimed in one of claims 1 to 5, 

characterized in that said enterobacterium OmpA 
30 protein, or a fragment thereof, is obtained by 
recombinant process . 

8. The use as claimed in one of claims 1 to 7, 

characterized in that said enterobacterium is 
Klebsiella pneumoniae. 
35 9. The use as claimed in claim 8, characterized in 

that the amino acid sequence of said OmpA protein, or a 
fragment thereof, comprises: 

a) the amino acid sequence having the sequence 
SEQ ID No 2; 
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b) the amino acid sequence of a sequence having at 
least 80% homology with the sequence SEQ ID No 2; or 

c) the amino acid sequence of a fragment, of at least 5 
amino acids, of a sequence as defined in a) or b) . 

5 10. The use as claimed in one of claims 1 to 9, 

characterized in that said biologically active 
substance is chosen from peptides, lipopeptides, 
polysaccharides, oligosaccharides, nucleic acids, 
lipids and chemical substances. 

0 11. The use as claimed in claim 10, characterized 

in that said biologically active substance is coupled 
by covalent attachment with said OmpA protein, or a 
fragment thereof. 

12. The use as claimed in claim 11, characterized 
5 in that the coupling by covalent attachment is chemical 

coupling. 

13. The use as claimed in claim 12, characterized 
in that one or more attachment elements is (are) 
introduced into said OmpA protein, or a fragment 

) thereof, and/or into said biologically active 
substance, in order to facilitate the chemical 
coupling . 

14. The use as claimed in claim 13, characterized 
in that said attachment element introduced is an amino 
acid. 

15. The use as claimed in claim 11, characterized 
in that said biologically active substance coupled by 
covalent attachment with said OmpA protein, or a 
fragment thereof, is a recombinant chimeric protein 
resulting from the expression of a nucleic acid 
construct encoding said biologically active substance 
and said OmpA protein, or a fragment thereof. 

16- The use as claimed in one of claims 10 to 15, 

characterized in that said biologically active 
substance is an antigen or a hapten. 

17. The use as claimed in one of claims 1 to 16, 

for modifying the immune response against an antigen or 
a hapten. 



18. The use as claimed in claim 17, for improving 
the immune response against an antigen or a hapten. 

19 . The use as claimed in one of claims 1 to 18, 
for preparing a pharmaceutical composition intended to 
prevent or to treat a disease with an active substance 
the effectiveness of which is modified by and/or linked 
to the internalization thereof by antigen-presenting 
cells. 

20. The use as claimed in claim 19, for preparing a 
pharmaceutical composition intended to prevent or to 
treat a disease with an active substance, the 
effectiveness of which is modified by and/or linked to 
the internalization thereof by dendritic cells. 

21 . The use as claimed in either of claims 19 and 
20, for preparing a pharmaceutical composition intended 
to prevent or to treat cancers, preferably cancers 
associated with a tumor antigen, autoimmune diseases, 
allergies , graft rejections , cardiovascular diseases, 
diseases of the central nervous system, inflammatory 
diseases, infectious diseases or diseases linked to an 
immunodeficiency . 

22. The use as claimed in claim 21, for preparing a 
pharmaceutical vaccine composition intended to prevent 
or to treat an infectious disease or a cancer 
associated with a tumor antigen. 

23. The use as claimed in one of claims 19 to 22, 
characterized in that said pharmaceutical composition 
also comprises an adjuvant of immunity . 

24. The use as claimed in one of claims 19 to 23, 
characterized in that said pharmaceutical composition 
is vehicled in a form which makes it possible to 
improve the stability and/or immunogenic! ty thereof. 

25 . The use as claimed in claim 24 , characterized 
in that said pharmaceutical composition is vehicled in 
the form of a liposome, of a viral vector or of a 
transformed host cell capable of expressing a 
recombinant chimeric protein resulting from the 
expression of a nucleic acid construct encoding said 
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ologically active substance and said OmpA prot 
fragment thereof . 
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□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



1. Declaration 



Nouveaute 



Oui ; 
Non 



Revendications 
Revendications 



1-24 



Activrte inventive 



Oui 
Non 



Revendications 
Revendications 



1-24 



Possibility d'application industrielle Oui : 

Non 



Revendications 
Revendications 



voir point 3.d) de la feuille separee 



2. Citations et explications 



voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuille 2) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR99/02734 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



1. Commentaires concernant le point I 

L'opinion est egalement etablie sur la base des pages 1 a 4 de la liste de 
sequences. 

2. Commentaires concernant le point III 

La presente Administration considere que I'objet des revendications 1-25 est vise 
par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas emis 
d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications est 
susceptible d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 

3. Commentaires concernant le point V 

a) Document cite 

II est fait reference au document suivant: 
# D1: WO 96/14415 

Le demandeur pour cette demande internationale PCT est celui de la 
presente demande en cours d'examen. L'un des inventeurs de D1 est 
egalement designe dans la presente demande. 

b) Nouveaute (article 33(2) PCT) 

Une utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique telle que 
definie a la revendication 1 n'est pas en tant que telle decrite dans Tun 
quelconque des documents cites dans le rapport de recherche 
internationale. L'objet de la revendication 1 peut done etre considere comme 
nouveau. II en va de meme de facto pour celui des autres revendications (2 
a 24), etant donne qu'elles en sont dependantes. 



Formulaire PCT/Feuille s£par£e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR99/02734 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



c) Activite inventive (article 33(3) PCT) 

(i) II y a lieu de prendre en consideration le document D1 estime 
representant I'etat de la technique le plus proche. 

(ii) II concerne notamment une composition pharmaceutique qui est 
un complexe immunogene comprenant un antigene ou un 
haptene associe a au moins une partie de la proteine P40 [= 
OmpA] de Klebsiella pneumoniae (voir revendication 8), I'antigene 
ou ITiaptene pouvant etre associe a I'adjuvant par une liaison 
covalente (voir revendication 9) constituant une molecule de 
fusion dont la preparation fait appel aux techniques du genie 
genetique (voir revendication 14). 

(iii) Aux lignes 7 a 9 de la page 3, donnant une explication a I'effet 
d'adjuvant de la proteine P40 mis en evidence, il est suggere 
explicitement que la reconnaissance specifique [des] sequences 
[d'interet de la proteine P40] par des cellules presentatrices 
d'antiqenes permettrait de cibler ces antigenes vers ces cellules. 

(iv) Par contre, il y a lieu de constater que les lignes 7 a 10 de la page 
3 du document D1 ne suggerent aucunement, qu'elles soient 
considerees en tant que telles ou en combinaison avec le contenu 
de Tun quelconque des autres documents cites dans le rapport de 
recherche intemationale, que I'OmpA d'une enterobacterie ou Tun 
de ses fragments puisse etre effectivement internalise(e) dans les 
cellules presentatrices d'antigenes. La revendication 1 apporte 
done une solution, au probleme technique pose par la mise en 
evidence d'un compose capable de se fixer specifiquement sur de 
telles cellules puis d'etre internalise, qui implique une activite 
inventive. 

(v) La meme conclusion s'applique de facto aux revendications 
dependantes 2 a 24. 



Formulaire PCT/Feuill© s«*par6e/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR99/02734 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



d) Application industrielle (Article 34 PCT) 

II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour 
determiner si les revendications 1-24 sont susceptibles duplication 
industrielle. La brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les 
revendications ont ete formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets 
ne considere pas comme susceptible duplication industrielle I'objet de 
revendications d'utilisation d'un compose a des fins medicales. Par 
contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un 
compose connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales 
ainsi que des revendications relatives a ('utilisation d'un tel compose 
dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 



Fonnulaire PCT/Feuille s£parde/409 (feuitle 3) (OEB-avril 1997) 
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REVENDICATIONS 

^. Utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses | 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au ciblage 
specifique d'une substance biologiquement active qui lui est associee vers les cellules 
presentatrices d'antigenes, caracterisee en ce que ladite proteine OmpA 
d'enterobacterie ou Tun de ses fragments est internalisee dans les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie ou Tun de ses fragments se fixe specifiquement sur 
les cellules presentatrices d'antigenes. 

3. Utilisation selon i'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules 
dendritiques, les monocytes ou les lymphocytes B. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que lesdites 
cellules presentatrices d'antigenes sont les cellules dendritiques. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue a partir 
d'une culture de ladite enterobacterie par un precede d'extraction. 

6. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou I'un de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinante. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 
ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la sequence 
d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N* 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
moins 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a) ou b). 

9. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que 
ladite substance biologiquement active est choisie parmi les peptides, les lipopeptides, 
les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides et les 
substances chimiques. 
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10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active est couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA ou Tun de ses fragments. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le couplage 
par liaison covalente est un couplage chimique. 

12. Utilisation selon la revendication 1 1 , caracterisee en ce qu'il est introduit 
un ou plusieurs elements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou run de ses 
fragments, et/ou de ladite substance biologiquement active pour faciliter le couplage 
chimique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit 
element de liaison introduit est un acide amine. 

14. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active couplee par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA, ou I'un de ses fragments, est une proteine chimerique recombinante resultante 

15 de I'expression d'une construction d'acide nudeique codant pour ladite substance 
biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou I'un de ses fragments. 

15. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 14, caracterisee en ce 
que iad'rte substance biologiquement active est un antigene ou un haptene. 

16. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 15, pour moduler la 
20 reponse immune vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

17. Utilisation selon la revendication 16, pour ameliorer la reponse immune 
vis-a-vis d'un antigene ou d'un haptene. 

18. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 17, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par 

25 une substance active dont refficacite est modulee et/ou liee a son internalisation par 
des cellules presentatrices d'antigenes. 

19. Utilisation selon la revendication 18, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter une maladie par une 
substance active dont refficacite est modulee et/ou liee a son internalisation par des 

30 cellules dendritiques. 

20. Utilisation selon I'une des revendications 18 et 19, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers, de 
preference les cancers associes a un antigene tumoral, les maladies auto-immunes, 
les allergies, les rejets de greffes, les maladies cardiovasculaires, les maladies du 
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i 

systeme nerveux central, les maladies inflammatoires, les maladies infectieuses ou les 
maladies liees a une immunodeficience. 

21. Utilisation selon la revendication 20, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique vacdnale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 

5 infectieuse ou un cancer assode a un antigene tumoral. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 18 a 21, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique comprend en outre un adjuvant de Pimmunite. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 18 a 22, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 

10 d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenidte. 

24. Utilisation selon la revendication 23, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique est vehiculee sous la forme d'un liposome, d'un vecteur 
viral ou d'une cellule hote transfonmee capable d'exprimer une proteine chimerique 
recombinante resultante de Pexpression d'une construction d'adde nudeique codant 

15 pour ladite substance biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou Tun de 
ses fragments. 



FR 009902734 : 



FEUILLE MODIFI E 



PCT 

REQUETE 

Le soussigne requiert que la presente demande 
Internationale soit rraitee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. 


Demande Internationale n° 


Date du depot international 


Nom de I'offlce recepteuret "Demande internationale PCT" 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facultatij) 
(12 caracteres au maximum) 0/ ~ 0 „ 

340363/17777 


CadrenM TITRE DE LMNVENTION UTILISATION D'UNE PROTEINE GmnA D f FNTFKORAPTFPTF 
POUR LE CIBLAGE SPECIFIQUE D'UNE SUBSTANCE BIOCKI^ 
ASSOCIEE VERS LES CELLULES PRESENTATRICES D'ANTTREWRS 


Cadre n* II DEPOSANT 


Norn et adresse ; (Norn de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
i adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

PIERRE FABRE MEDICAMENT 
45 Place Abel Gance 
92100 B0UL0GNE-BILLANC0URT 
FRANCE 


1 | Cette personne est aussi 
' ' inventeur. 

n° de telephone 
n° de telecopieur 
n° de t£l£imprimeur 


Nationality (nom de TEtat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cette personne est i 1 tous les Etats r^l tous.ies Etats designes sauf 1 1 les Etats-Unis d'Amcriquc i 1 \ cs Ftats indiques dans 

deposant pour : | | designes [AJ les Etats-Unis d'Amerique | | seulement | | | e cadre supplemental 


Cadre n° III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

B0NNEF0Y Jean-Yves 
Les Noyers 
74350 LE SAPPEY 
FRANCE 


Cette personne est : 

| [ deposant seulement^ 

|X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de TEtat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cette personne est [ 1 tous les Etats 1 1 tous les Etats ddsign^ssauf Vy~l les Etats-Unis d'Amerique | 1 les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les Etats-Unis d'Amdrique | A I seulement | | le cadre supplemental re 


| X 1 D*autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 


Cadre n" IV MAND ATA IRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


La personne dont t'identite est donnee ci-dessous est/a ete designee pour acir au nom du ou v . , - \ 1 

des deposants aupres des autorites intemationales competentes, cornme: X mandatajre | | representant commun 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation officielle 
complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis 

WARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric 

CABINET REGIMBEAU 

26 Avenue Kleber 

75116 PARIS 

FRANCE 


n* de telephone 

01 45 00 92 02 

n° de telecopieur 

01 45 00 46 12 

n° dc teleimprimeur 


| | Adresse pour la correspondance : cocher cette case lorsque aucun mandataire ni representant commun n'est/n'a ete designe 
1 1 et que Pespace ci-d ess us est utilise pour indiquer une adresse speciale a laquelle la correspondance doit etre envoyee. 



Formulaire PCT/RO/I01 (premiere feuille) (juillet 1998; reimpression juillet 1999) Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feuille n° . . 2 



Suite du cadre n' III AUTRE(S) DEPOSANT(S^ OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Si aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feuille ne doit pas it re incluse dans la requete. 


Norn et adresse : (Nom de /am tile sutvi du pre no m; pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. L adresse dott comprendre le code postal et te nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee Jans cc cadre est I Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous:) 

LECOANET Sybille 

41, Al Residence du Golf 

1196 GLAND 

SUISSE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : 
CH 


Domicile (nom de i'Etat) : 
CH 


Cette personne est I | tous les Etats | 1 tous les Etats designes sauf H71 les Elats-Unis d'Ameriquc I I les Etats indiques dans 
deposant pour : 1 1 designes 1 1 les Etats-Unis d'Amerique 1 A 1 seulcment 1 1 le cadre supplemental 


Nom ct adresse : (Nom de fa mi lie suivi du pre nom; pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

AUBRY Jean-Pierre 

60 Chemin des Crets des Crets 

74350 CUVAT 

FRANCE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

[)[ | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de TEtat) : 
FR 


Cette personne est i 1 tousles Etats | I tous. les Etats designes sauf pyl les Etats-Unis d'Amerique | | les Etais indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les Etats-Unis d'Amerique I A 1 seulement | | le cadre suppfementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
i adresse indiquee dans ce cadre est I Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

JEANNIN Pascale 

135 Chemin de Revule 

01220 DIVONNE -LES-BAINS 

FRANCE 


Cette personne est : 

| j deposant seulement 

|X | deposant et inventeur 

[ | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cene personne est 1 1 tous les Etats 1 1 tous les Etats designed sauf P5~| les Etats-Unis d'Amerique ( | les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les Etats-Unis d'Amerique 1 A 1 seulement | ( le cadre suppfementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
ojficielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est i 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

BAUSSANT Thierry 
35 Rue Jean Jaures 
01200 BELLEGARDE 
FRANCE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

|X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cene personne est | 1 tous les Etats 1 | tous les Etats designes sauf f^~"| les Etats-Unis d'Amerique | | les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les Etats-Unis d'Amerique l A 1 seulement | | le cadre supplemental 


| | D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. - 



Formulaire PCT/RO/I0I (feuille annexe) (juillet 1998; reimpression juillet 1999) Voir les notes relatives au formulaire de requete 



Feuillc n° 



Cadre n' V DESIGNATION D'ETATS 



Lcs designations suivames som faites conformdmcnt a la rdgle 4.9.a) (cocher Us cases appropriees; une au mains doit Vitrei 
Brevet regional ' 

D AP ci C c Ct ^. RI ? C ?,^S H Ghana - GM Gambic ' Kenya, IS Lesotho, MW Malawi. SD Soud 



□ EA 



E EP 



SZ Swaziland, UG Ouganda, ZW Zimbabwe et "lout autre Etat qufest KwnSduS 
Brevet eurasien : AM Armenie, AZ Azerbaidjan. BY Belarus. KG Kirehizistan KZ Kazakhs™ Mn »/r...Ki 
Moldova. RU Federat.on d< Russic. TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan luou!^ £ 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT toniraciant de 

Brevet europeen : AT Autriche, BE Beigique. CH et LI Suisse et Liechtenstein. CY Chypre DE Allemaenc 
DK Danemark. ES Espagnc. pi Finlande, FR France, GB Royaume-Uni, GR Crccc, IE Irlande IT Itahe 
LU Luxembourg. MC Monaco NL Pays-Bas, PT Portugal, SE Suede et tout autre Etat qui csl un Etat comractan de 7a 
Convention sur le brevet europeen ct du PCT c la 

D ° A rV?? ° API : r B /r?? km %^°'- 33 Binin ' CF R *P ubli <l u e ccntrafricaine. CG Congo, CI Cote d'Noire 
?nr C t m f r ?^ n V GA Gab ° n ' GN P uin ^ GW Guindc-Bissau. ML Mali, MR Mauritanie. NE Niger. SN Senegal' 
TD Tchad, TG Togo ct tout autre Etat qui est un Etat membre de I 'OAPI et un Etat contractant d u PCT (si une autre forme 
de protection ou de traxtement est souhaitie. le preciser sur la ligne pointiltee ) 

haitee, le preciser sur la ligne point illee) : 

□ LR Liberia 

□ LS Lesotho 

□ LT Lituanie 

□ (LU Luxembourg 
O LV Lettonie 
O MD Rdpublique de Moldova 

□ MG Madagascar . . 

□ MK Ex-Rdpublique yougoslave de Macedoine 



□ 


AE 


Em i rats arabes unts 


D 


AL 


Albanie 


□ 


AM Axmdnie 


□ 


AT 


Autriche 




AU 


Australie 


□ 


AZ 


Azerbaidjan 


□ 


BA 


Bosnie-Herzdgovine 


□ 


BB 


Bar bade 


□ 


BG 


Bulgarie 




BR 


Brdsil 


□ 


BY 


Belarus 


m 


CA 


Canada 


□ 


CH et LI Suisse et Liechtenstein 


El 


CN 


Chine 


□ 


CU 


Cuba 


□ 


CZ 


Rdpublique tcheque 


□ 


DE 


Allemagne 


□ 


DK 


Danemark 


□ 


EE 


Estonie 


□ 


ES 


Espagne 


□ 


FI 


Finlande 


□ 


GB 


Royaume-Uni 


□ 


CD 


Grenade 


□ 


GE 


Gdorgie 


□ 


GH 


Ghana 


□ 


GM 


Gambie 


□ 


HR 


Croatie 


□ 


HU 


Hongrie 


□ 


ID 


Indondsie 


□ 


IL 


Israel 


□ 


IN 


Indc 


□ 


IS 


Islande 




JP 


Japon 


□ 


KJE 


Kenya 


□ 


KG 


Kirghizistan 


□ 


KP 


Rdpublique populaire ddmocratique de Corde 


□ 


KR 


Rdpublique de Corde . 


□ 


KZ 


Kazakhstan 


□ 


LC 


Saintc-Lucie 


□ 


LK 


Sri Lanka 



□ 
□ 

El 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 
□ 

□ 



MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique 

NO Norvdge 

Nouvelle-Zdlande 

Pologne 

Portugal 

Roumanie 

Fdddration de Russie . 
Soudan 
Sudde 
Singapour 

Slovdnie 

Slovaquie 

Sierra Leone 

Tadjikistan 

TM Turkmdnisian 

TR Turquie 

Trinitd-et-Tobago ... 

Ukraine 

Ouganda 

Etats-Unis d'Amdrique 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 



TT 
UA 
UC 
US 



UZ 
VN 
YU 
ZA 



Ouzbdkistan . . . 

Viet Nam 

Yougoslavie . . . 
Afrique du Sud 



ZW Zimbabwe 
S f ^ SC ^T S P ° Ur la dtfsi S nalion d'Etais qui sont devenus 



□ CR Costa Ricq . . DtZ . Republique Unie 

□ .PH. Dominique. de Tanzanie 




Formulaire PCT/RO/IOI (deuxieme feuillc) (Juillci 1999) 



^oir Us notes relatives au formulaire de requete 



Fcuillc n° . 4 



Cadre n* VI REVINDICATION DE PRIORITE 



P'autrcs revendications dc priorite son7 
indiquees dans le cadre supplemental n» 



Date de depot 
de la demande anterieure 
(jour/mois/annee) 



(I) 



06 NOVEMBRE 1998 
(06/11/98) 



Numero 
dc la demande anterieure 



98 14007 



demande nationale : 
pays 



Lorsque la demande antericure est une : 



FRANCE 



demande regionale :* 
office regional 



demande Internationale 
office recepteur 



(2) 



(3) 



[X] L'office recepteur est prie de preparer et de transmettre au Bureau international une copie certifiee conforme de la ou des demandes 
anteneures (seulement si la demande anterieure a ete deposee aupres de I 'office qui, auxfins de 
la presente demande Internationale, est I 'office recepteur) indiquees ci-dessus au(x) point(s) : VI 



Si la demande anterieure est une demande AR/PO il est obligatoire d'indiquer dans le cadre supplemental au mains un pays partie a la Convention 
la protection de la propnete industnelle pour lequel cette demande anterieure a ete deposee (regie 4. 10.b)ii)). Voir le ' ^pnventton 



de Paris pour 
Cadre n* VII 



? cadre supplemental. 



ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de 1'administration chargee de la recherche 
Internationale (ISA) (si plusieurs administrations 
chargees de la recherche Internationale sont competentes 
pour proceder a la recherche Internationale, indiquer 
I administration choisie; le code a deux lettres peut etre 
utilise) : 



ISA/ 



£E_ 



Demande d'utilisation des resultats d'une recherche anterieure; mention de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par 1'administration 
chargee de la recherche Internationale ou demandee a cette demiere) : 

Date (Jour/mois/annee) Numero 
10 SEPTEMBRE 1999 FA 570210 



Pays (ou office regional) 

0EB 



Cadre n° VIII BORDEREAU; LANGUE DE DEPOT 



La presente demande Internationale contient 
e nombre de feuilles suivant : 



requete 

description (sauf partie reservee 
au listage des sequences) 

revendications 

abrege : 
dessins 

partie de la description reservee 
au listage des sequences 

Nombre total de feuilles 



4 
16 
3 
1 
4 
4 



32 



Le ou les elements coches ci-apres sont joints a la presente demande intemationaJe 

1. □ feuille de calcul des taxes 

2. □ pouvoir distinct signe £ suivre (2) 

3. □ copie du pouvoir general; numero de reference, le cas echeant : 

4. □ explication de I'absence d'une signature 

5. Q document(s) de priorite indique(s) dans le cadre n° VI au(x) point(s) : 

6. □ traduction de la demande internationale en (langue) : 

7. □ indications separees concernant des micro-organismes ou autre materiel 

biologique deposes 

8. [3 listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines sous forme 

dechiffrable par ordinateur 



9. EI autres elements (preciser) 



Figure des dessins qui 
doit accompagner I' abrege : 



Langue de depot de la 

demande internationale : 



Copie du Rapport de RecherrhP 
Francais 



Cadre n* IX SIGNATURE DU DEPOSANT OU DU MANDATAIRE 



cote de chaque signature, indiquer le nom du signataire et, si cela n \ 



WARC0IN Jacques 




pas clairement a la lecture ^ d e la requite, a q uel titre I "m teresse signe. 



GABS&SET REGff&BEAU 

2S, Avenue W£b©r 
75116 PARK FRmCSt 



I Date effective de reception des pieces supposees 
constituer la demande internationale : 


2. Dessins : 
[ | recus : 

[ [ non recus : 


3. Date effective de reception, rectifiee en raison de la reception ulte- 
rieure, mais dans les delais, dc documents ou de dessins completant ce 
qui est suppose constituer la demande internationale : 


4. Date de reception, dans les delais, des corrections 
dcmandees selon l'article l L2) du PCT : 


5 " ^fj^Tf!^ 1 ?" ? h ^ ec dc ,a r «herche „ 1 6 . r— . Transmission de la copie de recherche diffcree 
Internationale (si plusieurs sont competentes) : Id A / | | | j usqu » au pa iement de fa taxe de recherche. 


Date de reception de Texemplaire 1 
original par le Bureau international : 1 



Voir les notes relatives au formulaire de requete 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY 



To: 




Martin Jean-jacques. 




CABINET REGIMBEAU 




26, avenue Kleber 




F-751 16 Paris 




FRANCE 


[stamp] 



PCT 

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 

(PCT Rule 71.1) 



Date of mailing (day/month/year) 
12.10.2000 



Applicant's or agent's file reference 
340363/17777 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/FR99/02734 



International filing date (day/month/year) 
08/11/1999 



Priority date (day/month/year) 
06/11/1998 



Applicant 

PIERRE FAB RE MEDICAMENT et al. 



Z Offices. ° f fePOrt ftS anneX6S ' '* any ' " b6ing tfanSmitted t0 the '"-national Bureau for communication to all the elected 

" ^nn^ B — «" —on **. report (out no, of 

4. REMINDER 

International Bureau with Form PCT/IB/301). unices) (Article 39(1)) (see also the reminder sent by the 

Where a translation of the international application must be furnished to an elert^H nffi™» **** ^ n . 

translation of any annexes to the Internationa, preliminary examina S^^S^L^ 3 

furnish such translation directly to each elected Office concerned. applicant s responsibility to prepare and 

Forjurther details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume II of the PCT Applicant's 



Name and mailing address of the IPEA/ 



European Patent Office 
D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Authorized officer: 



Danti, B 

Tel. +49 89 2399-8161 




Form PCT/IPEA/416 (July 1992) 



^ Al I 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
340363/17777 


FOR FURTHER ACTION SeC Notiflcation of Transmittal of Internationa! 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/FR99/02734 


International filing date (day/month/year) 
08 November 1999 (08.1 1.99) 


Priority date (day/month/year) 

06 November 1998 (06.1 1.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A6 IK 39/385 


Applicant 


PIERRE FABRE MEDICAMENT 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 3 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
. Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability* 
citations and explanations supporting such statement w^uuny, 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


IXJ 


II 


□ 


III 


IS! 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

29 May 2000 (29.05.00) 


Date of completion of this report 

12 October 2000 (12.10.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/02734 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

, filed with the letter of _ 



the claims, 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-24 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/4-4/4 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
filed with the letter of 



22 September 2000 (22.09.2000^ 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 r~| This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 

PCT/FR99/02734 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

the entire international application. 

claims Nos. 1-24. 



because: 



the said international application, or the said claims Nos. 1-24 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. 



Form PCT/IPEA/409 (Box III) (January 1994) 



INTERNATIONAL PR 
REPORT 



INARY EXAMINATION 



International application 
No. 



I. Basis of the report 



1 ■ This report has been drawn on the basis of (Replacement slieets which /rave been fitrnished to the receiving Office in 

response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments.) : 

The opinion is also established on the basis of pages 1 
to 4 of the list of sequences. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRE 
REPORT 



NARY EXAMINATION 



International application 
No. 



Supplemental Box 

(To be used when the space in anv of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 1 



The present Authority considers that the subject matter 
of Claims 1-25 falls under the provisions of PCT Rule 
67 . 1 (iv) . For this reason, no opinion will be given as 
to whether the sub j ect matter of these claims is 
industrially applicable (PCT Article 34(4) (a) (i)). 



Form PCT/1PEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ntei^PEmal application No. 
PCT/FR 99/02734 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-24 



1-24 



see Box 3. (d) on separate 
sheet 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

a ) Cited document 

The following document is referred to: 
# Dl: WO 96/14415 

The same applicant has filed the above PCT 
international application and the present 
application under examination. One of the inventors 
of Dl is also named in the present application. 

b) Novelty (PCT Article 33(2)) 

The use of an enterobacterium protein OmpA or of a 
fragment thereof to prepare a pharmaceutical 
composition such as defined in Claim 1 is not as 
such described in any one of the documents cited in 
the International Search Report. The subject matter 
of Claim 1 can therefore be considered novel. The 
same applies de facto to that of the other claims (2 
to 24), as they are dependent on it. 

c) Inventive step (PCT Article 33(3)) 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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lnten^Ponal application No. 
PCT/FR 99/02734 



Document Dl is thought to be the closest 
prior art and should be taken into 
consideration . 

It concerns in particular a pharmaceutical 
composition which is an immunogenic complex 
comprising an antigen or a hapten 
combined with at least a portion of 
Klebsiella pneumoniae protein P40[ = OmpA] 
(see Claim 8). The antigen or hapten can 
be associated with the adjuvant by a 
covalent bond (see Claim 9) constituting a 
fusion molecule, the preparation of which 
involves genetic engineering techniques 
( see Claim 14 ) . 

(iii) On page 3, lines 7 to 9, in which the 
adjuvant effect of the protein P40 obtained 
is explained, it is explicitly suggested 
that specific recognition [of the P40 
protein] sequences [of interest ] by 
antigen-presenting cells would make it 
possible to target these antigens towards 
those cells. 

(iv) However, it should be noted that lines 7 to 
10 of page 3, document Dl, do not in any 
way suggest, whether they are considered in 
themselves or in combination with any one 
of the other documents cited in the 
International Search Report, that the OmpA 
of an enterobacterium or a fragment thereof 
could be effectively internalised into 
antigen-presenting cells. Claim 1 thus 
provides a solution to the technical 
problem of providing a compound which can 



(i) 



ii) 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



# 




Inte^JPonal application No. 
PCT/FR 99/02734 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



specifically attach itself to such cells 
and then be internalised, which involves an 
inventive step . 



(v) 



The same conclusion applies de facto to 
dependent Claims 2 to 24. 



d) Industrial Application (PCT Article 34) 

There is no single criterion among the States party 
to the PCT for determining whether Claims 1-24 are 
industrially applicable. Patentability can also 
depend on the way in which the claims have been 
formulated. Thus, the European Patent Office does 
not consider the subject matter of claims to the use 
of a compound for medical purposes to be 
industrially applicable. But claims to the first 
use of a known compound for medical purposes can be 
accepted, as can claims relating to the first use of 
such a compound in producing a drug to be used in a 
new medical treatment. 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or Agent's file reference 
340363/17777 


See Notification of Transmittal of International Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 
PCT/FR99/02734 


International filing date (day/month/year) 
08/11/1999 


Priority date (day/month/year) 
06/11/1998 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K39/385 


Applicant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT et at. 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority and is 
transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 6 sheets including this title page. 

B This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 70 16 
and Instruction 607 of Administrative Instructions of the PCT). 

These annexes consist of a total of 3 sheets. 



I 


E3 


II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabilitv 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 
29/05/2000 


Date of completion of this report 
12.10.2000 


Name and mailing address of the I PEA/ 

European Patent Office 
S\ D-80298 Munich 
Ml Tel. +49 89 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399-4465 


Authorized officer: 
Mennessier, T 

Telephone No. +49 89 2399 8687 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
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International application No. PCT/FR 99/02734 



I. Basis of the report 

1. This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office tn response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "onginally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments.): 

Description, pages: 

1-16 as originally filed 

Claims, No.: 

1-24 received with the letter of 22/09/2000 

Drawings, sheets: 

1/4-4/4 as originally filed 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

□ The present report has been established as if (some of) the amendments had not been made since 
7n% n VG considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated as follows' (Rule 



3. 



4. Additional observations, if necessary: 



III. 



Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non- 
obvious), or to be industrially applicable have not been and will not be examined in respect of: 

□ the entire international application, 
claims Nos. 1-24 

because: 

Kl the said international application, or the said claims Nos. 1-24 relate to the following subject matter 
which does not require an international preliminary examination (specify): 

see separate sheet 

□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 

□ the claims or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no 
meaningful opinion could be formed. 

□ no international search report has been established for said claims Nos. 



Form PCT/IPEA/409 (boxes I-Vlll, sheet 1) (January 1994) 
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International application No. PCT/FR99/02734 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty Yes: Claims 1-24 

No: Claims 

Inventive Step Yes: Claims 1-24 

No: Claims 

Industrial Applicability Yes: Claims see point 3.d) on separate sheet 

No: Claims 



2. Citations and explanations 
see separate sheet 
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International application No. PCT/FR99/02734 



1 . Comments with regard to point I 

The opinion is also established on the basis of 
pages 1 to 4 of the sequence listing. 

2 . Comments with regard to point III 

The present administration considers that the 
subject-matter of claims 1 to 25 is referred to by 
the provisions of rule 67.1 (iv) PCT. For this 
reason, an opinion will not be given with regard 
to the question of determining whether the 
subject-matter of these claims is capable of 
industrial application (article 34(4) a) i) PCT). 

3 . Comments with regard to point V 

a ) Document cited 

Reference is made to the following document: 
# Dl: WO 96/14415 

The applicant for that PCT international 
application is that of the present 
application undergoing examination. One of 
the inventors of Dl is also named in the 
present application . 

b) Novelty (article 33(2) PCT) 

A use of an enterobacterium OmpA protein, or 
of a fragment thereof, for preparing a 
pharmaceutical composition as defined in 
claim 1 is not, as such, disclosed in any one 
of the documents in the international search 

Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 1) (EPO-April 1997) 
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International application No. PCT/FR99/02734 



report. The subject-matter of claim 1 can 
therefore be considered to be novel. The same 
is true, de facto, for that of the other 
claims (2 to 24), given that they are 
dependent thereon . 

c) Inventive step (article 33(3) PCT) 

( i ) There is reason to take into 
consideration document Dl which is 
believed to represent the closest 
state of the art. 

(ii) It relates in particular to a 
pharmaceutical composition which 
is an immunogenic complex 
comprising an antigen or a hapten 
associated with at least one 
portion of the Klebsiella 
pneumoniae P40 protein [= OmpA] 
(see claim 8) , the antigen or 
hapten possibly being associated 
wi th the ad j uvant by a covalent 
attachment (see claim 9) , 
constituting a fusion molecule the 
preparation of which makes use of 
genetic engineering techniques 

( see claim 14 ) . 

(iii) In lines 7 to 9 of page 3 , which 
give an explanation for the 
adjuvant effect of the P40 protein 
demonstrated, it is suggested 
explicitly that the specific 
recognition [of the] sequences [of 
interest of the P4 0 protein] by 

Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 2) (EPO-April 1997) 
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International application No. PCT/FR99/02734 



antigen-presenting cells would 
make it possible to target these 
antigens to these cells. 

( iv ) On the other hand , there i s reason 
to note that lines 7 to 10 of page 
3 of document Dl do not in any way 
suggest, whether they are 
considered as such or in 
combination with the content of 
any one of the other documents 
cited in the international search 
report, that the OmpA of an 
enterobacterium, of a fragment 
thereof, may be effectively 
internalized into the antigen- 
presenting cells. Claim 1 
therefore provides a solution, to 
the technical problem posed by the 
demonstration of a compound 
capable of binding specifically to 
such cells and then of being 
internalized, which involves an 
inventive step • 

(v) The same conclusion applies, de 
facto, to the dependent claims 2 
to 24 . 

d) Industrial application (Article 34 PCT) 

There is no unified criterion within the 
PCT member States for determining 
whether claims 1 to 24 are capable of 
industrial application. The 

patentability may also depend on the 

Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 3) (EPO-April 1997) 
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manner in which the claims have been 
formulated. Thus, the European Patent 
Office does not consider the subject- 
matter of claims of use of a compound 
for medical purposes to be capable of 
industrial application. On the other 
hand, claims relating to a known 
compound, for a first use for medical 
purposes, and also claims relating to 
the use of such a compound in the 
manufacture of a medicinal product with 
a view to a novel medical treatment, may 
be accepted. 
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AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1. c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mo is/an nee) 

18 mai 2000(18.05.00) 



Destinataire: 
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Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340363/17777 


AVIS IMPORTANT 


Demande internationale no 
PCT/FR99/02734 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
08 novembre 1999 (08.11.99) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 

06 novembre 1998 (06.11.98) 


Deposant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit I'article 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 
AU,CN,JP,US 



Conformement a la regie 47.1. c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a I'office ou aux offices designes. 
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de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
18 mai 2000 (18.05.00) sous le numero WO 00/27432 



RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
('administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 1 9 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 
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(57) Abstract 



The invention concerns the use of an enterobacterium protein OmpA, preferably Klebsiella pneumoniae P40 protein, for specific 
targeting of a biologically active substance associated therewith towards antigen-presenting cells, in particular human dendritic cells. The 
invention also concerns the use of the OmpA protein for preparing a pharmaceutical composition for preventing and/or treating diseases, in 
particular cancers related to a tumour-associated antigen, autoimmune diseases or infectious diseases. 



(57) Abrege' 

L* invention concerne ('utilisation d'une proline OmpA d'enterobacterie, de preference la proline P40 klebsiella pneumoniae, pour 
le ciblage specifique d*une substance biologiquement active qui lui est associ6e vers les cellules pr€sentatrices d*antigenes, notamment les 
cellules dendritiques humaines. L'invention a dgalement pour objet 1'utilisation de la proteme OmpA pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a la prevention et/ou le traitement de maladies, notamment les cancers associes a un antigene tumoral, les maladies 
auto-immunes ou les maladies infectieuses. 
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